Povodné prace

Imunitna odpoved'v malignom melanome - vysledky pilotnej stuadie
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Maligny melaném predstavuje nador s vyraznou heterogenitou nadorovych buniek, urcujucich jeho agresivne
spravanie. Akumulacia mutacii vSak vedie aj k vzniku neoantigénov, proteinov, ktoré su schopné vyvolat protina-
dorovi imunitn odpoved' u pacienta. Cielom predloZenej pilotnej stidie bolo posudit aktivaciu protinadorovej
imunity v réznych typoch melanocytovych lézii koze, zahfnajlc pripady benignych komplexnych névov, dysplas-
tickych névov a povrchovo sa Siriaceho maligneho melanému aj pokrocilého nodularneho maligneho melané-
mu. Zamerali sme sa na pritomnost cytotoxickych T-lymfocytov a NK buniek, ktoré si povaZované za klicové
efektorové bunky protinadorovej imunity. V porovnani s benignym melanocytovym névom sme v ostatnych me-
lanocytovych léziach zaznamenali vyraznejsiu protinadorovi zapalovi odpoved charakteristicki vzostupom in-
filtracie tkaniva lymfocytmi s predominanciou cytotoxickych T-lymfocytov. Vyrazny vzostup peritumorézne aj in-
tratumorézne pritomnych cytotoxickych T-lymfocytov sme pozorovali uz v dysplastickych névoch aj v pripadoch
superficidlne sa Siriaceho maligneho melanému. V pripadoch pokroc¢ilého nodularneho maligneho melanému
bol vzostup peritumoréznych lymfocytov na hranici signifikantnosti, kym intratumorézne lymfocyty signifikant-
ne zvySené neboli. Imunitna odpoved' zohrava ulohu v procese progresie maligneho melanému. Pochopenie re-
gulacie imunitnej odpovede moze byt klticové v terapii maligneho melanému v budicnosti.
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Immune response in malignant melanoma - results of the pilot study

Malignant melanoma is a tumour with marked heterogeneity of tumour cells, determining its aggressive be-
haviour. Accumulation of mutations, however, leads to the formation of neoantigens, proteins that are capable
of eliciting an antitumour immune response in patients. The objective of the presented pilot study was to as-
sess the activation of antitumor immunity in various types of skin melanocytic lesions, including cases of be-
nign complex nevi, dysplastic nevi and superficial spreading malignant melanoma as well as advanced nodular
malignant melanoma. We have focused on the presence of cytotoxic T-lymphocytes and NK cells, which are key
effector cells of antitumour immunity. Compared to benign melanocytic nevi, we have seen a more pronounced
anticancer inflammatory response in other melanocytic lesions, characterized by increased tissue infiltration by
lymphocytes with predominance of cytotoxic T- lymphocytes. A significant increase in both peritumoural and in-
tratumoural cytotoxic T- lymphocytes was observed in dysplastic nevi as well as cases of superficial spreading
malignant melanoma. In cases of advanced nodular malignant melanoma, the increase was at the significance
limits; intratumoral lymphocytes were not increased. Immune response plays a role in the process of malignant
melanoma progression. Understanding the regulation of immune response may be a key point in the therapy of
malignant melanoma in the future.
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Uvod

Po kardiovaskularnych ochoreniach st onkologické ocho-
renia druhou najCastejSou pri¢inou smrti. Hoci sa maligny
melaném nenachadza na poprednych prieCkach najcastej-
Sie sa vyskytujucich nadorov, neskora diagnostika tohto na-
doru vedie k zlej prognéze pacienta. Jeho progndza vyrazne
zavisi od Stadia, v ktorom je melaném diagnostikovany, preto
je velmi dolezity jeho v€asny zachyt. Na Slovensku v stcas-
nosti neexistuje spolahlivy skriningovy program podozrivych
koznych Iézii. Diagnostika je Casto zavisla od vSimavosti pa-
cientov, ich rodinnych prislusnikov, pripadne v§eobecnych le-
karov. SamovySetrenie, poznanie vlastnych névov, je kltiCové.
Vznik maligneho melanému je sprevadzany zmenami tvaru,
okrajov, farby aj rastového vzoru koznej pigmentovej lézie.

Kazdé takéto podozrivé lozisko by mal vysetrit dermatove-
neroldg a v pripade potreby nalez histologizovat a definitiv-
nu diagnézu by mal potvrdit patoldg. Pri véasnych stadiach
postaci chirurgicka excizia, v pripade zachytenia v neskor-
Som $tadiu, najma pri pritomnosti vzdialenych metastdz, sa
uz k lieCbe pripaja aj systémova terapia, pripadne biologic-
ka terapia.

Rizikovy faktor vzniku tohto typu nadoru predstavuje hlav-
ne ultrafialové Ziarenie. Je dokazané, Ze hlavne intermitent-
né vystavenie koze sInku a spélenie, su predispozi¢nymi fak-
tormi vzniku melanému. K dalSim etiologickym faktorom
patri typ koze, genetické vplyvy, vek a pocet névov. Zavaz-
na je stupajuca incidencia tohto tumoru v celej vyspelej Eu-
répe. Uvadza sa, ze jeho vyskyt sa v poslednych 30 rokoch
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strojndsobil, alarmujuci je aj Stvornasobny vzostup morta-
lity za toto obdobie®.

Maligny melaném predstavuje nador s vyraznou heteroge-
nitou nadorovych buniek, charakteristicky akumuldciou po-
cetnych mutdcii. Aj ked na jednej strane vyrazna geneticka
variabilita maligneho melanému predurcuje jeho agresivne
spravanie vzhladom na vznik novych vlastnosti a schopnos-
ti vratane rezistencie na poddavanu terapiu, na druhej strane
tato vyrazna genetickd variabilita vedie k vzniku neoantigé-
nov, proteinov, ktoré nie si vlastné samotnému organizmu
a ktoré mozu aktivovat jeho imunitny systém. Protinadoro-
va imunita je v sucasnosti intenzivne Studovana a predsta-
vuje zaujimavu oblast na identifikdciu novych terapeutickych
cielov®. Lieky zasahujuce do aktivacie protinadorovej imuni-
ty sa v poslednych rokoch stali sic¢astou standardnej lieCby
pokrocilého maligneho melanému®. Experimentalne je tes-
tovana aj protinddorova vakcinacia, ktorda méze v buduicnos-
ti zmenit priebeh choroby a prognézu postihnutych pacien-
tov®,

Cielom predlozenej prace bolo posudit aktivaciu protina-
dorovej imunity v roznych typoch melanocytovych [ézii ko-
ze, zahfiajuc pripady beznych névoyv, dysplastickych névov
a maligneho melanému. Zamerali sme sa na pritomnost cy-
totoxickych T-lymfocytov a NK buniek, ktoré su povazované
za kl'i¢ové efektorové bunky protinddorovej imunity.

Metodika

Zdakladny subor pilotnej studie tvorilo 17 pacientov s mela-
nocytovymi léziami koze, ktorym bolo realizované bioptické
vySetrenie a stanovena histopatologicka diagnéza. VySetro-
vany material tvorili archivne pripady vzoriek fixovanych for-
malinom a zaliatych v parafine (FFPE). Ziskany material po-
chédzal z archivu Ustavu patologickej anatémie Lekarskej
fakulty Univerzity Komenského a Univerzitnej nemocnice
v Bratislave z rokov 2015 — 2017.

Pacienti boli rozdeleni do Styroch skupin:

A. pacienti s benignymi komplexnymi (zmiesanymi) névami
(5 pacientov)

B. pacienti s dysplastickymi (Clakovymi) névami (4 pacienti)

C. pacienti so superficidlne sa Siriacim melanémom (SSM)
(4 pacienti)

D. pacienti s pokrocilym noduldrnym malignym melanémom
s pritomnymi vzdialenymi metastazami (NMM) (4 pacienti)

Dostupné vzorky boli Standardne histopatologicky spraco-
vané a farbené hematoxylinom a eozinom s naslednym his-
topatologickym hodnotenim podla aktualne publikovanych
WHO Standardov.

Vzorky boli nasledne imunohistochemicky zafarbené
na pritomnost CD8 + cytotoxickych T-lymfocytov a CD56 + NK
buniek; odparafinované rezy boli kratko inkubované v desti-
lovanej vode s 0,5 % roztokom peroxidu vodika. Nasledne
sme vzorky preniesli do PBS (fyziologického roztoku pufro-
vaného fosfatmi 10 mM, s 0,5 % BSA, 0,005 % Tween, pH
7,2), kde boli inkubované 20 minut. Vzorky boli revitalizova-
né vo vodnom kupeli s pouzitim Dako PT Link (Agilent, Santa
Clara, California) pri pH 8 a nasledne inkubované pocas 1 ho-
diny pri laboratérnej teplote s roztokmi primarnych protilatok

riedenych v roztoku Antibody dilutant (Agilent, Santa Clara,
California). Pouzité boli nasledujlce primarne protilatky: an-
1i-CD8 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) ready to use,
riedend 1 : 2 a anti-CD56 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX) ready to use, riedend 1 : 2. Po preplachnuti 3x 5 minat
vo fyziologickom roztoku PBS boli nadsledne rezy inkubované
40 minut s komerénym polymérom proti krali¢im a mySacim
proteinom konjugovanym s chrenovou peroxidazou Envision
(Agilent, Santa Clara, California) a po opakovanom preplach-
nuti 3x 5 minut vo fyziologickom roztoku PBS bola reakcia
vyvolana inkubéciou s Vector-VIP (Vector Laboratories, Bur-
lingame, USA) pocCas 5 minut. Preparaty boli nasledne krat-
ko dofarbené hematoxylinom.

Expresia vybranych markerov bola hodnotend samostatne
okolo nadorovej lézie (peritumordzne) a vnutri nadorovej 1é-
zie (intratumordzne) semikvantitativne nasledovne:

- bunky neboli pritomné (DPS skére 0)

+  bol pritomny slaby a nepravidelny infiltrat pozitivnymi
bunkami (do 50 na zorné pole 400x) (DPS skére 1)

++ bol pritomny pravidelny infiltrat pozitivnymi bunkami
(50 — 100 na zorné pole 400x) (DPS skore 2)

+++ bol pritomny vyrazny difuzny pravidelny infiltrat pozitiv-
nymi bunkami (viac ako 100 na zorné pole 400x) (DPS
skore 3)

Udaje sme nasledne $tatisticky spracovali. Miera infiltra-
cie tkaniva prislusnym typom imunokompetentnych buniek
je vyjadrena ako priemer + Standardna chyba merania. Nor-
malita hodnoét bola overend pouzitim D’Agostino Pearson
omnibus normality testu. Rozdiely medzi skupinami boli ana-
lyzované pomocou testu neparametrického Mannovho-Whit-
neyho testu. Hodnoty p < 0,05 boli posudzované ako signifi-
kantne vyznamné.

Vysledky

V pripadoch benigneho komplexného melanocytové-
ho névu sme pozorovali len slabu a nepravidelnu infiltraciu
CD8+ cytotoxickymi T-lymfocytmi v okoli 1ézie, v ziadnom
pripade neboli zapalové bunky pritomné vnutri melanocyto-
vych hniezd. V 4 pripadoch sme nepozorovali ziadne CD56+
NK bunky peritumorézne ani intratumordézne, v 1 pripade bol
pritomny slaby pravidelny infiltrat CD56+ NK bunkami peri-
tumordzne.

V porovnani s benignym melanocytovym névom sme
v pripadoch dysplastického névu aj maligneho melanému
zaznamenali vyraznejSiu protinadorovu zapalovu odpoved
charakteristicki vzostupom infiltracie tkaniva lymfocytmi
(obrazok 1).

Pozorovali sme signifikantny vzostup intraléziovo aj pe-
riléziovo pritomnych CD8 pozitivnych cytotoxickych T-lym-
focytov (obrazok 2) v dysplastickom néve (s hodnotou sko-
re 2,25 + 0,48, resp. 2 + 0,41) aj v povrchovo sa Siriacom
malignom melanéme (s hodnotou skére 2,5 + 0,29) v porov-
nani s benignym melanocytovym névom (s hodnotou skére
0,4 + 0,24, resp. 1,75 £ 0,75). V pripadoch pokrocilého nodu-
larneho maligneho melanému bol tento vzostup v porovna-
ni s benignym névom peritumordzne na hranici signifikant-
nosti (s hodnotou skore 2 + 0,41), vzostup intratumordznych
lymfocytov signifikantny nebol (obrazok 3, 4).

1/2019
ewslab

21




Povodné prace

Obrazok 1. Protinddorovd zdpalova odpoved’ v melanocytovych
léziach koZe. V porovnani s benignym melanocytovym névom
(A) sme v pripade dysplastického névu (B) aj superficidlneho ma-
ligneho melanému (C) a pokrocilého noduldrneho maligneho me-
lanému (D) zaznamenali vyraznejSiu protinddorovi zépalovu od-
poved' charakteristick vzostupom infiltrdcie tkaniva lymfocytmi.

CD56+ NK bunky peritumordzne aj intratumorézne nevy-
kazovali Statisticky signifikantny rozdiel medzi skupinami,
len v pripade dysplastického névu sme pozorovali vzostup
(s hodnotou 1,25 + 0,4787), ktory bol v porovnani s benig-
nym komplexnym névom (s hodnotou 0,4 + 0,4) na hranici
signifikantnosti. V pripadoch superficidlne sa Siriaceho me-
lanému (s hodnotou 0,67 + 0,33) a pokrocilého nodulédrneho
melanému (s hodnotou 0,5 + 0,29) sa infiltracia NK bunka-
mi neodliSovala od pripadov benignych komplexnych névov
(obrazok 5).

Obrazok 2. Infiltrdcia tkaniva CD8+ cytotoxickymi T-lymfocytmi.
V benignych névoch (A) sme pozorovali minimalnu alebo Ziadnu
infiltraciu tkaniva CD8+ cytotoxickymi T-lymfocytmi. Ta vyrazne
stdpla v dysplastickych névoch (B), menej vyrazny vzostup sme
pozorovali v pripade pokrocilého nodularneho maligneho meland-
mu (C). IHC-Px, CD8, Vector-VIP (fialova farba), 200x.
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Obrazok 3. Infiltrdcia tkaniva CD8+ cytotoxickymi T-lymfocytmi okolo melanocytovej Iézie. Pozorovali sme
signifikantny vzostup CD8 pozitivnych cytotoxickych T- lymfocytov v dysplastickom néve ako aj v povrchovo
sa Siriacom a pokrocilom noduldrnom malignom melanéme v porovnani s benignym melanocytovym névom.
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Obrazok 4. Infiltrdcia tkaniva CD8+ cytotoxickymi T-lymfocytmi vnutri melanocytovej Iézie. Pozorovali sme
signifikantny vzostup CD8 pozitivnych cytotoxickych T-lymfocytov v dysplastickom néve aj v malignom me-
lanéme Siriacom sa povrchovo v porovnani s benignym melanocytovym névom. V pokroéilom noduldarnom
malignom melanéme tento vzostup signifikantny nebol.
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Obrazok 5. Infiltracia tkaniva CD56+ NK bunkami. NK bunky nevykazovali Statisticky signifikantny rozdiel
medzi skupinami, len v pripade dysplastického névu sme pozorovali vzostup, ktory bol v porovnani s be-
nignym komplexnym névom na hranici signifikantnosti.
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Diskusia Vysledky nas$ej pilotnej $tidie poukazujd na vzostup in-

Protinddorova imunita je velmi dolezitd sucast obra- filtracie tkaniva CD8+ cytotoxickymi T-lymfocytmi vndatri
nyschopnosti organizmu pri vznikajucich nadoroch. Mda via-  aj v okoli melanocytovych Iézii, a to uz v pripadoch dysplas-
cero efektorovych zloziek, kf'ti¢ovu ulohu zohrava Specifickd  tického névu. Minimalna, pripadne ziadna infiltracia nebola
bunkova imunita. pozorovana v okoli benigneho komplexného névu. Zaujimavé
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zistenie je, ze v pripadoch pokrocilého noduldrneho melané-
mu pozorujeme nizsiu Uroven infiltracie CD8+ cytotoxickymi
T-lymfocytmi. Podobné, ale menej vyrazné vysledky sme po-
zorovali aj v pripade CD56+ NK buniek, kde vysledky neboli
Statisticky signifikantné.

Podla Park et al.® je pritomnost lymfocytov v malignom
melandme priaznivy prognosticky faktor, ale klinickopatolo-
gicky vyznam intra- a peritumoréznych lymfocytov ostava ne-
jasny. Autori pozorovali, ze vysoka infiltracia lymfocytmi, naj-
ma peritumordzne, bola asociovana s niz§im gradom nadoru
podla Clarka a mensou hrubkou podla Breslowa. U tychto
pacientov bolo tiez pozorované dlhSie prezivanie. V pripade
analyzy subtypov melanému neboli dokazané ziadne signi-
fikantné rozdiely. To je v sulade aj s nasimi pozorovaniami.

Naopak, v studii Rahbar et al.®) sa u pacientov s primar-
nou formou kozného melanému ukazala pozitivha korela-
cia medzi hribkou a Stadiom nddoru a infiltraciou cytoto-
xickymi T-lymfocytmi. Autori vSak nehodnotili samostatne
rozne histologické typy malignych melanémov so zamera-
nim na progresiu choroby. Skimanie pritomnosti lymfocytov
a progndzy pacienta doposial’ neprinieslo jednoznacné za-
very o klinickom vyzname tohto hodnotenia. Predpoklada sa
v§ak, ze imunitny systém je zodpovedny za inhibiciu vzniku
vzdialenych metastdz, destrukciu nadorovych buniek a mo-
Ze byt zodpovedny za spontannu regresiu maligneho mela-
nému. Viaceri autori opisali, Ze maligny melaném bez doka-
zu primarneho origa ma lepsSiu prognézu a menej agresivny
priebeh ako porovnatelny nador, kde je primarne lozisko do-
kazatelné. Za tento paradox je pravdepodobne zodpovedna
prave aktivacia imunitného systému®®),
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Maligny melaném je vysokoimunogénny tumor, je charak-
teristicky vysokou bunkovou variabilitou v désledku akumu-
lacie pocetnych mutdcii veducich k vyraznej heterogenite
tumoru. Prave akumulacia pocetnych mutacii vedie k tvor-
be nadorovych neoantigénov aktivujicich imunitny systém.
Bunky imunitného systému vo velkej miere reaguju na pri-
tomnost nadorovych antigénov, o ¢om svedc¢i pritomnost
tychto buniek v nddore a jeho okoli. Nador ma mechaniz-
my, ktorymi moze ovplyvnit aktivaciu imunitného systému®.
To méze viest k nekontrolovanej proliferacii buniek.

Ukazuje sa, ze imunitna odpoved zohrava délezitu dlohu
v procese vzniku a progresie maligneho melanému. Jednou
z moznosti terapie melanému je prave ovplyvnenie imunitnej
odpovede. Tato terapia v suCasnosti znamena vyrazny pok-
rok v terapii metastazujiceho maligneho melanému. Vysled-
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tratumordzne sme pozorovali vo vSetkych pripadoch pokro-
¢ilého nodularneho maligneho melanému. Prave pochopenie
principov regulacie imunitnej odpovede vo vztahu k stadiu
choroby bude mat velky vyznam pre vyuzitie tychto poznat-
kov v terapii pacientov v budicnosti.
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